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Abstract: The subject of the present invention is polypeptides having a nitrilase (^) activity, as well as 
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nitrilase ( ^) activity capable of hydrolysing nitriles to carboxylates, - an analogue of this sequence 
resulting from the degeneracy of the genetic code, - a DNA sequence hybridising with one of these 
sequences or a fragment thereof and encoding a polypeptide having a nitrilase i^) activity, - expression 
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Detailed Description 

La presente invention a pour objet de nouveaux polypeptides presentant une activity nitrilase, les outils 
de genie genetique pour les produire, a savoir une sequence d'ADN, les cassettes d'expression portant 
cette sequence d'ADN recombinant et les micro- organismes recombines (micro-organismes botes) 
contenant ladite sequence d'ADN. 
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La presente invention a egalement pour objet un procede de transformation enzymatique des nitriles en 
carboxylates au moyen des polypeptides selon Tinvention ou d*im micro-organisme bote contenant la 
sequence d*ADN selon Tinvention. Une application particuliere du procede de Tinvention est la synthese 
enzymatique de Tadipate d'ammonium ou du cyano-5 valerate d*ammonium par hydrolyse de 
I'adiponitrile a Taide d*un polypeptide ou d*un micro-organisme bote selon I'invention. 

On sait que Tadipate d'ammonium est im produit particulierement interessant car il peut etre transforme 
en acide adipique, un produit lui-meme largement utilise pour la preparation du Nylon-6,6. 

L*bydrolyse enzymatique des dinitriles a ete decrite par de nombreux auteurs. Cependant, les voies 
d'hydrolyse de ces dinitriles en acides organiques ne sont pas souvent evoquees. Le schema tbeorique 
d'hydrolyse est le suivant : 

NH = 

nitrile bydratase 

Ni- 

nitrilase 

A= ' 
amidase 

R = 

(CH&#0000;)j^, n etant un nombre entier egal a 4 dans le cas de radiponitrile. 

En fait, on note tres souvent que certaines voies sont privilegiees et que certains produits ne se forment 
pas ou bien ne sont pas hydrolyses. 

Parmi les micro-organismes chez lesquels on a pu demontrer Texistence d*une activite enzymatique 
permettant cette hydrolyse, on peut citer notamment les souches appartenant au genre Fusarium, qui 
degradent le succinonitrile et Tadiponitrile sans indication sur les produits de la reaction [Goldlust et al., 
Biotechnol. and Appl. Biochem,, 1989, H, 581] ; les souches appartenant au genre Pseudomonas, qui 
degradent Tadiponitrile [Yanase et al, Agric. Biol. Chem., 1982, 46, 2925] ; et les souches appartenant 
au genre Rhodococcus, en particulier Rhodococcus rhodochrous NCIB 11 216, qui hydrolyse 
radiponitrile en acide adipique [Bengis-Garber et al , Appl. Microbiol. Biotechnol., 1989, 32, II] et 
aussi Rhodococcus rhodochrous K22 dont la nitrilase permet Thydrolyse de radiponitrile et du 
glutaronitrile [Yamada et ai., J. Bacteriol., 1990, 172 (9), 4807-4815], cependant avec im rapport 
d'activite faible comparativement a celui de Thydrolyse des nitriles aromatiques. 

Par consequent, on voit que I'hydrolyse enzymatique des dinitriles est assez complexe: dans tous les cas, 
la premiere fonction CN est bien hydrolysee par I'enzyme, alors que la deuxieme fonction ne Test pas du 
tout dans certains cas ou bien avec une vitesse tres faible dans d'autres. 

On a maintenant trouve qu'il etait possible d'hydrolyser totalement et rapidement les nitriles en 
carboxylates et plus particulierement les dinitriles en carboxylates ou dicarboxylates en faisant appel a 
des enzymes convenablement selectionnees, utilisees soit telles quelles, soit, de preference, sous la 
forme de micro-organismes recombines les generant. 

La presente invention a done pour objet de nouveaux polypeptides ay ant une activite nitrilase, qui ont 
ete isoles a partir d'une souche de Comamonas testosteronl Plus precisement, ces polypeptides sont 
prepares par extraction et 

purification a partir de cultures de micro-organismes naturels ou recombinants, la purification etant 
realisee par une succession d'etapes consistant a preparer un extrait enzymatique a partir de la culture 
cellulaire, a precipiter cet extrait avec du sulfate d'ammonium et a le purifier par differentes etapes de 
chromatographic et filtration sur gel. Ces etapes, qui font appel a des techniques bien connues de 
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rhomme du metier, sont decrites en detail dans les exemples illustratifs ci-apres. 

Par "activite nitrilase", on designe dans la presente description la conversion directe d*un nitrile en 
carboxylate d'ammonium, Tamide correspondant n'etant pas un substrat de Tenzyme. 

Un autre objet de Tinvention conceme une sequence d*ADN codant pour un polypeptide ayant une 
activite nitrilase. La sequence d*ADN codant pour un polypeptide de invention peut etre choisie parmi : 

la sequence d*ADN codant pour un polypeptide ayant une activite nitrilase, telle que representee a 
la fig, 4, 

un analogue de cette sequence resultant de la degenerescence du code genetique, 
ou bien une sequence d*ADN hybridant avec Tune de ces sequences ou avec un fragment de 
celles-ci et codant pour un polypeptide ayant une activite nitrilase. 

Une telle sequence d'ADN peut etre obtenue par clonage du fragment d'AdN genomique codant pour le 
polypeptide recherche, a I'aide de sondes nucleotidiques elaborees a partir du polypeptide purifie. 

L'invention conceme egalement les cassettes d*expression qui portent, avec les signaux assurant son 
expression, la sequence d*ADN recombinant definie precedemment. Ces cassettes d'expression peuvent 
etre soit integrees dans le genome de I'hote, soit localisees sur un vecteur d'expression, tel qu*un 
plasmide contenant un moyen de selection. 

Ces cassettes d'expression comportent notamment des regions d'initiation de la transcription et de la 
traduction, qui contiennent un site de fixation des ribosomes et xme sequence promotrice. Ces regions 
peuvent etre homologues ou heterologues du micro-organisme produisant naturellement le polypeptide, 

Le choix de ces regions depend notamment de Thote utilise. En particulier, lorsqull s'agit de micro- 
organismes botes procaryotes, le promoteur 

heterologue peut etre choisi parmi les promoteurs bacteriens forts, tels que le promoteur de Toperon 
tryptophane Ptrp de E. colU le promoteur de Toperon lactose Plac de E. colh le promoteur droit du phage 
lambda P j^, le promoteur gauche du phage lambda P^, les promoteurs forts de Pseudomonas et 

Comamonas, les promoteurs forts de Corymbacteries, 

Plus particulierement, dans le cas du promoteur droit du phage lambda, la forme thermosensible Pj^CIts 

pourra etre preferee. Dans le cas des micro-organismes eucaryotes, tels les levures, les promoteurs 
peuvent etre issus de genes glycolytiques de levure, tels les genes codant pour la phosphoglycerate 
kinase (PGK), la glyceraldehyde-3 -phosphate deshydrogenase (GPD), la lactase (LAC4), I'enolase 
(ENO). 

Concemant les sites de fixation des ribosomes, celui derive du gene CII de lambda ainsi que ceux 
derives de genes homologues de Comamonas ou Pseudomonas ou ceux derives de genes de 
Corymbacteries sont utilises preferentiellement lorsque le micro-organisme bote est procaryote. 

Une region permettant une terminaison de la traduction et de la transcription fonctionnelle de Thote 
envisage peut etre positionnee en 3' de la sequence codante. La cassette d'expression comprend 
egalement un ou plusieurs marqueurs permettant de selectionner I'hote recombinant. Les marqueurs 
preferes sont des marqueurs dominants, c'est-a-dire conferant une resistance a des antibiotiques comme 
Fampicilline ou la streptomycine ou a d'autres produits toxiques. 

Parmi les micro- organismes botes utilises, on peut citer notamment les enterobacteries telles que £. coli, 
les bacteries appartenant aux genres Comamonas ou Pseudomonas, les bacteries coryneformes telles que 
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celles appartenant aux genres Corynebacterium, Brevibacterium ou Rhodococcus, 

L*invention a egalement pour objet les micro- organismes contenant la sequence d*ADN recombinante 
selon rinvention, par exemple sur un plasmide comportant un moyen de selection. 

Un micro-organisme recombine contenant ladite sequence d*ADN sur une structure plasmidique a ete 
depose a la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes (C.N.C.M.) (Institut Pasteur, 25 rue 
du Docteur Roux, Paris) sous le 

n°I-1242 le 21 juillet 1992. Ce micro-organisme est la souche E. coli TGI qui contient le plasmide 
pXL2148 ; ce micro- organisme est egalement identifie par la Demanderesse par la reference G4207. 

L'invention a egalement pour objet les micro-organismes susceptibles de transformer des nitriles en 
carboxylates et plus parti culierement des dinitriles aliphatiques de formule NC - R - CN dans laquelle R 
est un groupe alky lene lineaire ou ramifie ayant de 1 a 1 0 atomes de carbone en carboxylates. 

Au-dela de I'acquisition de leurs structures I et II lors de leur synthese par les micro-organismes selon 
I'invention, il est important que les polypeptides consideres se stabilisent dans leurs structures III et IV, 
de fa9on a etre doues d'une activite nitrilase optimale. 

II est du merite de la demanderesse d'avoir decouvert des moyens pour favoriser la susdite stabilisation. 
Ainsi, tout micro-organisme selon I'invention contient, de preference : 

• au moins un agent proteique d'aide au repliement des polypeptides qu'il synthetise et, en 
particulier, de la nitrilase dont il est question dans le present expose, 

• et/ou les genes codant pour un tel agent, cet agent etant present dans une quantite superieiire a 
celle correspondant au niveau de base du micro-organisme considere. 

Par niveau de base, on entend, au sens de la presente invention, le niveau maximum pouvant etre atteint 
par le micro-organisme sauvage correspondant considere. 

Avantageusement, cet agent est la chaperone GroE de E. coli ou son homologue d'origine eucaryote ou 
procaryote. 

La chaperone GroE d'jE. coli est normalement presente dans les souches sauvages. 

Les genes codant pour I'agent sont portes par le chromosome ou par im element extra-chromosique 
(plasmide, phage). II est preferable de les amplifier par tout moyen connu et approprie, de maniere a 
favoriser la synthese d'agent dans le micro-organisme. 

Les genes codant pour Tagent sont sous la dependance de systemes d'expression homologues ou 
heterologues de leur micro- organisme bote. 

L'invention conceme aussi le procede de transformation des nitriles en carboxylates a Taide d'un 
polypeptide selon l'invention ou d'un micro-organisme recombine le generant. Ce procede consiste a 
mettre en presence le nitrile a transformer avec un polypeptide ou un micro-organisme recombine tel 
que defmi precedemment. On opere generalement a la temperature ambiante. Selon un mode particulier 
de realisation de Tinvention, le polypeptide ou le micro- organisme recombine est immobilis^ sur ou 
dans un support solide. 

Le procede de l'invention convient pour la transformation des nitriles en carboxylates et plus 
particulierement pour la transformation en carboxylates des dinitriles de formule NC - R - CN dans 
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laquelle R est xrn groupe alkylene lineaire ou ramifie contenant 1 a 10 atomes de carbone. 

Le precede de I'invention est particulierement approprie pour la synthese enzymatique de I'adipate 
d'ammonium a partir d'adiponitrile. 

Les exemples qui suivent permettent d'illustrer les caracteristiques et les avantages de la presente 
invention, sans toutefois en limiter la portee. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

La fig. 1 represente le rendement (%) d'hydrolyse de radiponitrile en cyanovalerate (courbe a) et en 
adipate d'ammonium (courbe b) en fonction du temps de reaction en heures pour la souche Comamonas 
testosteroni sp. 

Les fig. 2a et 2b representent les cartes de restriction des plasmides pXL2075 et pXL2076. 

La fig. 3 represente la carte de restriction du fragment SstI- SstI de 4,1 kb contenant la sequence d'ADN 
(denommee sur la figure "gene de la nitrilase") codant pour le polypeptide ayant I'activite nitrilase selon 
I'invention, fragment present dans les plasmides pXL2075 et pXL2076. La strategic d'elaboration du 
fragment Xbal-SstI contenant la sequence d'ADN selon I'invention est egalement representee sur cette 
figure. 

La fig. 4 represente la sequence d'ADN selon I'invention avec sa sequence d'acides amines deduite. 
La fig. 5 represente la carte de restriction du plasmide pXL2087. 
La fig. 6 represente la carte de restriction du plasmide pXL2148. 

La fig. 7 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE SDS a 1 0 % montrant I'expression de la 
sequence d'ADN selon I'invention dans la souche E. coli TGl/pXL2027. Chaque piste correspond a une 
quantite de proteine equivalente a 60 ^l de culture a une densite optique a 610 nm de 3. 

La fig. 8 represente la carte de restriction du plasmide pXL2L58. 

La fig. 9 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE SDS a 12,5 % montrant I'expression de la 
sequence d'ADN selon I'invention dans les souches TGl/pXL2158 et TGl/pXL2158 + pXL2035 
(GroE). 

La fig. 10 represente la carte de restriction du plasmide pXL 2169. 

la fig. 11 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE SDS a 10 % montrant I'expression de la 
sequence d'ADN selon I'invention dans la souche Pseudomonas putida G2081 - pXL2169. 

Les abreviations utilisees dans la suite de la description ont les significations ci-apres : 
SSC : 

tampon couramment utilise pour des hybridations ; il contient du citrate de sodium et du NaCl. 
(20XSSC = NaCl 3M-citrate de sodium pH 7, 0,3 M) 

SDS: 

dod^cylsulfate de sodium 
FPLC: 

chromatographic liquide denommee en langue anglaise "fast protein liquid chromatography" 
httn://www.microDatent.com/cei-bin/pslist 5/1 5/01 
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SDS-PAGE : 

electrophorese en gel a base de dodecylsulfate de sodium et de polyacrylamide 
IPTG : 

isopropyl ^-D thiogalactopyranoside. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : PURIFICATION DE LA 
NITRILASE DE Comamonas testosteroni sp. 

1 - PREPARATION DES CELLULES : 

Une souche de Comamonas testosteroni sp a ete cultivee, en fiole agitee, a 28°C, pendant 15 h 30, dans 
le milieu A dont la composition est la suivante : Milieu A - GlucoseS g/1 - (NH&#0000;) 
#sub2&#0000;sub4#l g/1 - Na&#0000;HPO&#0000;5,24 g/1 - KHPO&#0000;2,77 gl\ - Extrait de 
levureS g/1 - Casamino Acidesl g/1 

Cette preculture a servi a ensemencer un fermenteur de 20 1 contenant 15 1 de milieu A. Le pH, la 
temperature, le debit d'air et la vitesse d'agitation ont ete regules respectivement a 6, 6, 28*^C, 300 1/h et 
350 tr/min. Apres 24 h, 84 g de cellules humides ont ete recoltees. Cela correspond a une teneur en poids 
sec de cellules de 0,9 g/1 et a une densite optique a 660 nm (DO^^q ^ de 2. 

2 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE 
ENZYMATIQUE SUR ADIPONITRILE : 

Un culot cellulaire contenant 13,1 mg de poids sec de cellules a ete mis en suspension dans 2 ml d'une 
solution 52,3 mM en adiponitrile dans le tampon phosphate de potassixim 50 mM ; pH 7. La reaction a 
ete conduite a 25°C sous agitation et la cinetique a ete suivie par prelevement. Sur chaque prelevement 
ont ete doses par chromatographie liquide haute performance (CLHP) le cyano-5-valeramide, 
Tadipamide, le cyano-5-valerate, I'adipamate et I'adipate. Les resultats sont regroupes sur la fig. 1 qui 
represente les courbes de rendement (en ordonnees) en cyanovalerate (courbe a) et en adipate 
d'ammonium (courbe b). La vitesse de formation du cyanovalerate et de I'adipate etait respectivement 
superieure a 0,45 et egale a 0,15 U/mg de cellules poids sec 

(1 U est egale a 1 |amole de produit forme par minute). 

3- PURIFICATION : 

Toutes les etapes de la purification ont ete realisees dans le tampon Tris/HCl 50 mM pH 7,5, 1 mM de 
dithioerythritol (DTE) sauf indication contraire. A chacune des etapes, Tactivite nitrilase des fractions a 
ete determinee a pH 7 et a 25''C dans le tampon phosphate 10 mM en presence d'adiponitrile 10 mM. La 
concentration en proteine des pools a ete determinee par la methode au bleu de Coomassie (kit PIERCE 
Protein assay). Les proteines ont ete analysees par electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS 
(Phastsystem PHARMACIA). Les modes operatoires de chacune des etapes sont commentes ci-dessous. 
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Etape 1 : Extrait brut 

57 g de cellules humides ont ete reprises dans 85 ml de tampon et traitees aux ultrasons pendant 30 min 
(Sonicateur VIBRACELL de Bioblock : Sonde 13 mm ; puissance 7 ; 40 % du cycle actif). La 
DO&#0000;TI(i est passee ainsi de 97 a 60. Apres centrifugation a 48 000 g maximum pendant 60 

min, le sumageant a ete recupere. 

Ce sumageant a ete amene, par adjonction progressive de sulfate d*ammonium, a 15 % de la sat\iration. 
Apres 1 h, la suspension a ete centrifugee 30 min a 30 000 g maximum. Le sumageant a ete amene a 50 
% de la saturation. Apres 1 h, la suspension a ete centrifugee dans les memes conditions, le precipite a 
ete recupere puis dialyse contre le tampon pendant deux jours. 

Etape 2 : Colonne echangeuse d'ions (Q 
Sepharose Fast Flow) 

La fraction dialysee a ete chargee a un debit de 125 ml/h sur une colonne (26 x 380 mm) de "Q 
Sepharose Fast Flow*' equilibree avec le tampon a un debit de 250 ml/h. La colonne a ete percolee a un 
debit de 250 ml/h successivement par les solutions suivantes : 



• 1 66 ml de tampon 

• 1 80 ml d'un gradient 0 a 0,2 M en KCl dans le tampon 

• 1 80 ml de tampon additionne de KCl 0,2 M 

• 270 ml d'un gradient 0,2 a 0,4 M en KCl dans le tampon 

• 1 80 ml de tampon additionne de KCl 0,4 M 

• 200 ml de tampon additionne de KCl 1 M 

La fraction ayant I'activite nitrilase a ete eluee dans un volume de 129 ml au cours du palier a 0,2 M en 
KCl. 

Les etapes suivantes sont realisees sur le systeme FPLC (Pharmacia). 

Etape 3 : filtration sur gel (FPLC Superdex 200) 

La fraction ayant I'activite nitrilase obtenue precedemment (129 ml) a ete concentree jusqu'a 12 ml par 
precipitation des proteines avec du sulfate d'ammonium a 80 % de la saturation, suivie d'une dialyse 
contre le tampon. La fraction ainsi concentree (12 ml) a ete chargee en 2 fois sur la colonne de gel (16 x 
600 mm) equilibree avec le tampon additionne de 0,1 M de KCl a un debit de 0,8 ml/min. Les fractions 
ayant I'activite nitrilase ont ete eluees avec le tampon ci-dessus a un debit de 1 ml/min et dans un 
volume total de 36 ml. Ces fractions correspondent a un poids moleculaire de 280 kDa. 

Etape 4 : Colonne d'hydroxyapatite (BIO-RAD 
HPHT; 7,8 x 100 mm) 

Les fractions obtenues ci-dessus ont ete concentrees a 8 ml par ultrafiltration (membrane DIAFLO PM 
39 AMICON). La solution concentree a ete injectee sur la colonne d'hydroxyapatite equilibree avec le 
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tampon additionne de CaCl&#0000;, 10 nM. La colonne a ete percolee, a un debit de 0,5 ml/min, 
successivement avec : 

• 5 ml du tampon d'equilibrage, 

• 1 5 ml d'un gradient de phosphate de potassium de 0 a 350 mM dans le tampon d'equilibrage, 

• 1 0 ml du tampon d'equilibrage additionne de 350 mM de phosphate de potassium. 

Les fractions ay ant I'activite nitrilase ont ete eluees entre 62 et 135 mM en phosphate de potassium sur 
un volume de 3 ml. 

Etape 5 : Colonne d'interaction hydrophobe 

(FPLC-Phenyl Superose HR 5/5) 

Les fractions actives obtenues ci-dessus, amenees a 1 5 % de la saturation en sulfate d'ammonium, ont 
ete chargees a un debit de 0,5 ml/min sur la colonne, equilibree avec du tampon contenant du sulfate 
d*ammonium a 1 5 % de la saturation. La colonne a ete percolee avec : 

• 6 ml de tampon d'equilibrage, 

• 12 ml d'un gradient decroissant de sulfate d'ammonium 1 5 % a 0 % de la saturation en sulfate 
d'anmionium dans le tampon, 

• 23 ml de tampon. 

Une partie des fractions ayant Tactivite nitrilase ont ete eluees lors du lavage de la colonne avec le 
tampon d'equilibrage. Ces fractions actives ont ete reinjectees dans les memes conditions. Cette 
operation a ete effectuee deux fois. Les fractions actives, eluees apres le gradient, ont ete reunies 
(volume 5 1 ml). 

Etape 6 : Filtration sur gel (FPLC-Superdex 200) 

Les 51 ml ont ete concentres a 3 ml par ultrafiltration sur membrane (AMICON DIAFLO PM30). Ces 3 
ml ont ete charges sur la colonne (16 x 600 mm), equilibree avec le tampon additioime de 0,1 M KCl. 
Les 9 ml contenant I'activite ont ete elues a une position correspondant a un poids moleculaire de 280 
kDa. Cette solution a ete amenee a 36 % de glycerol puis congelee pendant 1 5 jours. 

Etape 7 : Colonne echangeuse d'ions (FPLC 
Mono Q HR 5/5) 

La solution proteique a ete decongelee et chargee sur la colonne, equilibree avec le tampon contenant 
0,1 M de KCl, a un debit de 0,5 ml/min. La colonne a ete percolee successivement avec : 

• 1 5 ml a 0,5 ml/min de tampon additionne de 0,1 M en KCl, 

• 4,5 ml a 1 ml/min de tampon additionne de 0,1 M en KCl, 

• 1 5 ml a 1 ml/min d'un gradient de KCl de 0,1 a 0,4 M dans le tampon, 

• 10 ml de tampon additionne de 0,4 M de KCl. 

Les fractions actives ont ete eluees entre 0,15 et 0, 3 M de KCL Ces fractions sont homogenes. Par 
analyse SPS-PAGE, deux bandes tres proches de 38 et 39 kDa sont visibles. Les fractions ainsi obtenues 
seront denommees ci-apres "nitrilase purifiee". 
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Les donnees de chacune des etapes de purification ci-dessus sont rassemblees dans le tableau 1 ci-apres : 

ABREVIATIONS : 

PF = coefficient de purification ; U = ^imol/h 

4 - DETERMINATION DE LA SEQUENCE N- 
TERMINALE DE LA NITRILASE 

A partir de la proteine purifiee, la sequence N- terminale de 27 aminoacides a ete determinee par 
degradation sequentielle automatique d'Edman en utilisant un appareil "Applied Biosystems Model 470 
A". Cette sequence est la suivante : 

-La-reehe-rGhe4ans4es-banques-de.sequences_a.p_ermis de trouver une identite de 53 % avec la nitrilase de 
Klebsiella pneumoniae active sur le Bromoxynile, qui fait I'objet de la demande de brevet HP N° 373 
173. 

5 - ACTIVITE DE LA NITRILASE PURIFIEE : 

• a) - Influence du pH sur I'activite de la nitrilase : 

La nitrilase purifi6e a ete testee a differents pH sur deux substrats adiponitrile et cyano-5-valerate dans 
les conditions indiquees dans le tableau 2 ci- apres. 

CONDITIONS COMMUNES : 

[substrat] = 10 mM ; tampon 10 mM ; T°C 25 ; 
[nitrilase] 12 |ag/ml pour le cyanovalerate et 

3 ug/ml pour I'adiponitrile (fraction etape 6) ; , n 

U (Adiponitrile) = ^mole de cyanovalerate forme/h, U (cyanovalerate) = nmole d adipate forme/h. 

• b) - Spectre d'activite de la nitrilase purifiee : 

Les activites de la nitrilase purifiee ont ete mesurees sur adiponitrile, cyano-5-valeramide, acide cyano- 
5-valerique, benzonitrile, propionitrile, aciylonitrile. Les resultats sont donnes dans le tableau 3. 

CONDITIONS COMMUNES : ^ ; . , ^ 

tampon acetate : 10 mM pH 4 ; substrat 10 mM ; volume = 3 ml ; T = 25°C ; duree de la reaction 

= 1 ou 3 h ; proteines : de 5 a 30 ug/ml. 

EXEMPLE 2 : CLONAGE DE LA NITRILASE 
DE Comamonas testosteroni sp. 

A partir de la sequence NH«&#0000; terminale presentee dans I'exemple 1, une sonde nucleotidique a ete 
synthetisee ; le pourcentage en GC eleve des souches de Comamonas decrites dans la litterature 
(Tamaoka et al., Int. J. Syst. Bacteriol, 

1987, 37, 52-59) a dict6 un choix pour la troisieme position du codon dans le cas des lysines et dans le 
cas de la'valine. La sonde est un 26 mer 128 fois degenere (N remplace A, C, G ou T) : 
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La strategic suivie a consiste tout d'abord a verifier la specificite de cette sonde nucleotidique et a 
determiner la nature des fragments d'AdN genomique a doner. Brievement, I'AdN genomique de 
Comamonas testosteroni sp. a ete digere par plusievu-s enzymes de restriction (SstI, SphI, BamHI, Pstl...) 
correspondant a des sites utilisables pour le clonage. 

Apres electrophorese sur gel d'agarose et transfert sur membrane de Nylon, les diverses digestions ont 
ete hybridees a la sonde. On constate que la sonde a une specificite suffisante dans les conditions 
d'hybridation utilisees (tampon d'hybridation = 5x SSC, 5x Denhardt, 0,1 % SDS, 50 mM 
Na&#0000;PO&#0000; pH 6,5, 250 ng/ml ssAdN ; temperature d'hybridation 50°C. Conditions de 
lavage : 1 h, 6x SSC, temperature ambiante et 5 min en 2x SSC, 0,1 % SDS a 50°C). 

Dans ces conditions, la sonde a permis d'obtenir des signaux importants et sans ambiguite ; en 
particulier, dans le cas des digestions par SstI, SpW, BamHI et Pstl. Les empreintes d'hybridation 
montrent en particulier I'existence d'un fragment unique Sstl-SstI d'environ 4 kb. Afin de doner ce 
fragment, les fragments de 3, 5 a 4,5 kb d'une digestion SstI de I'AdN genomique ont ete purifies par 
electrophorese preparative sur agarose et electroelution, puis ligatures au plasmide pUC19 (YANISCH 
et al.. Gene 33 (1985)103), lui-meme digere par SstI. Apres transformation dans la souche DH5a 
(Clontech Laboratory, Palo Aho Califomie), 600 clones blancs sur LB amp X- gal (SAMBROOK et al., 
Molecular Cloning. A laboratory Manual, 2"** edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor Laboratory N.Y. 1989) ont ete repiques individuellement, transferes sur membrane de 
Nylon, puis analyses par hybridation avec la sonde ayant servi pour hybrider le Southern blot et ce dans 
les memes conditions de stringence. Six clones ont ainsi ete reperes comme hybridant 

tres fortement avec la sonde. Deux clones ayant insere le meme fragment d'environ 4,1 kb dans les deux 
orientations (pXL2075 [fig. 2a] et pXL2076 [fig. 2b]) ont ete analyses plus en detail (cartographic de 
restriction, sequen9age partiel en utilisant la sonde comme amorce et Southern blot). II a ainsi pu etre 
montre que la partie 5' du gene qui hybride avec la sonde est localisee sur un fragment de Xhol-Xbal de 
150 pb environ oriente dans le sens Xhol vers Xbal. Les fig. 2a et 2b representent les cartes de 
restriction de ces plasmides. 

EXEMPLE 3 : SEQUENCE D'UN FRAGMENT 
DE 1194 pb CONTENANT L'AdN COD ANT 
POUR LE POLYPEPTIDE AYANT 
L'ACTIVITE NITRILASE. 

La localisation sur I'insert clone du fragment de 1 1 94 pb contenant le gene de la nitrilase sequence est 
indiquee sur la fig. 3. La strategic de sequen^age de ce fragment realise selon des methodes classiqucs 
connues de I'homme de metier est egalemcnt indiquee sur la fig. 3. Les diverses sequences ont toutes ete 
obtenues par la methode de terminaison de chaines (kit sequenase en presence de 7-deaza dGTP ; 
(3«&#0000;S)dATP soit sur des matrices simple brin de Ml 3 (mp 18 ou 19, voir YANISCH et al., op. 
cite) recombinant portant des sous-fragments, soit directement sur le plasmide pXL2075). Plusieurs 
amorces specifiques ont egalement iXs synthetisees dans ce but. 

La sequence d'ADN selon invention est representee sur la fig. 4. Le pourcentage en G+C moyen de la 
sequence obtenue est de 45,7 % ce qui est inferieur au pourcentage G+C de 61,5 % decrit chez d'autrcs 
souches de Comamonas (Tamaoka et al., op. cite). Une analyse de la sequence obtenue a permis de 
caracteriser une phase ouverte de 1064 pb, appelee ci-apres gene nit, codant pour un polypeptide de 354 
residus correspondant a un poids moleculairc de 38 725 Da. La sequence en acides amines de ce 
polypeptide est indiquee sur la fig. 4. Ce polypeptide comprend la sequence NH&#0000; terminale 
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utilisee pour synthetiser la sonde ainsi que trois sequences internes determinees sur des fragments 
trypsiques de la nitrilase purifiee (ces sequences internes sont 

soulignees sur la fig. 4). 

Ainsi, cette phase ouverte represente la sequence d'ADN selon Tinvention. 

EXEMPLE 4 : HOMOLOGIE AVEC 
D'AUTRES PROTEINES, IDENTIFICATION 
DE SEQUENCE HOMOLOGUE. 

La seqi'finr.ft d'ADN selo n I' inv ention a ete com paree avec I'ensemble des sequences de la banque de 
proteines NBRF ; seule une homologie significative a ete trouvee avec la Nitrilase de Klebsiella ozaenae 
sp6cifique de I'herbicide Bromoxynil (Stalker et al., J. Biol. Chem., 1988, 263, 6310-6314). Les deux 
nitrilases presentent une homologie stricte de 34,9 % repartie sur 320 acides amines. Par ailleurs, cette 
proteine presente 34,4 % d'homologie stricte repartie sur 312 acides amines avec la nitrilase 
d'Arabidopsis specifique de l'indole-3-acetonitrile [Bartling & al., Eur. J. Biochem. 205, 417-424, 1992]. 

EXEMPLE 5 : EXPRESSION DE LA 
NITRILASE DANS E. ColL 

Afm de confirmer identification de la phase codante avec la nitrilase purifiee, le gene nit, precede de 
son propre site de fixation des ribosomes, a ete place sous le controle du promoteur de I'operon lactose 
de E. coli selon le mode operatoire decrit ci-apres : le plasmide pXL2087, decrit sur la fig. 5, a ete 
obtenu par insertion du fragment Xhol-Ncol derive du plasmide pXL2075 entre les sites correspondants 
du vecteur pMTL25 (Chambers et al., Gene, 1988, 68, 139-149). Ce plasmide contient done le 
promoteur de I'operon lactose Plac, suivi du site de fixation des ribosomes et du gene structural de la 
nitrilase, ainsi qu'im gene conferant la resistance a I'ampicilline. 

L'expression de la nitrilase a ete visualisee chez la souche E. coli TGI contenant le plasmide pXL2087. 
Dans ce but, la souche TGl/pXL2087, ainsi que la souche temoin TGl/pUC19, ont ete cultivees 16 h en 
milieu LB a 37°C (Miller, J.H. 1 972, Experiments in Molecular Genetics - Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.) contenant 100 ^g/ml d'ampicilline, puis diluees au lOOeme 

dans le meme milieu et a la meme temperature. Lorsque les cultures ont atteint une DO&#OOOO;£0 
comprise entre 0,5 et 1, de I'IPTG, a la concentration finale de 1 mM a ete ajoute. Apres 2 h de culture, 
les bacteries ont ete collectees. 

L'expression de la nitrilase a ete mesuree, apres sonication des cellules, en gel SDS-PAGE, dans la 
fraction brute ou apres centrifugation dans le culot et dans le sumageant. Les resultats sont presentes sur 
la fig. 7 et montrent un niveau eleve d'expression de la nitrilase dans les extraits de cellules cultivees en 
presence d'IPTG ; toutefois, cette proteine est essentiellement sous forme insoluble. 

Sur la fig. 7, M represente le marqueur de poids moleculaires ; ceux-ci sont indiques en kDa. D'autre 
part, les pistes ont les significations ci-apres : 

A partir du plasmide pXL2087, on a prepare.le plasmide pXL2148 par insertion du fragment Xhol- 
EcoRI du plasmide pXL2087, portant le gene codant pour la nitrilase entre les sites Sail et EcoRI de 
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pBR322 [SUTCLIFFE, Nucleic Acid Res. 5, (1978): 2721-2730]. 

Ce plasmide pXL2148, dont la carte de restriction est representee sur la fig. 6, a ete egalement utilise 
pour transformer la souche de E. coli TGI selon la methode du chlorure de calcium. La selection des 
micro-organismes a ete faite sur ampiciUine. La souche E. coli TGI (pXL2048) (G4207) ainsi 
transformee a ete deposee a la Collection Nationale de Cultures de Micro- organismes a Paris (Institut 
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux) sous le n° I- 1 242 le 2 1 juillet 1 992. 

D'autres systemes d'expression ont ete utilises pour produire la nitrilase dans un 
micro-organisme recombinant. 

Tout d'abord, le gene mt a ete exprime dans E. coli derriere le promoteur de I'operon tryptophane de E. 
coli, sous la dependance du RBS du gene CII du phage X. Pour ce faire, un site de restriction Ndel a ete 
cree' sur le codon d'initiation de mt et le fragment Ndel/Ahallde 117 pb contenant la partie 5' du gene mt 
a Xi amplifie par la technique de PCR, a partir de pXL2087. Un fragment Ndel/Xbal de 61 pb, ^btenu 
apres digestion du premier fragment, a ete ligue au fragment EcoRI/Ndel contenant le promoteur de 
I'operon tryptophane de E. coli et le site de fixation des ribosomes du gene CII du bacteriophage X (Ptrp- 
RBSCII) entre les sites EcoRI et Xbal de pUC19 (Yanisch et al., Gene 33 (1985) 103) pour aboutir au 
plasmide pXL2149. Le fragment EcoRI/ Xbal de pXL2149, contenant la partie 5' de nit derriere Ptrp- 
RBSCII, a ete ligue avec le fragment 2^1/SalI de pXL2087 contenant la,partie 3' du gene nit entre les 
sites EcoRI et Sail de pXL642 (Mayaux, resultats non publics) : pXL642 est un derive de pXL534 (Latta 
et al., 1990. DNA Cell Biol., 9, 129) dans lequel le gene surexprime code pour un inhibiteur tissulaire de 
metailo- proteases et dans lequel le site Hindlll en aval du gene surexprime a ete remplace par le 
multisite EcoRI/Hindlll de M13mpl8. 

Le plasmide pXL2158 final est done un derive de pBR322 (Sutcliffe, Nucleic Acid Res. 5, (1978) : 
2721) contenant un gene conferant la resistance a I'ampicilline et le gene mt sous controle de Ptrp- 
RBSCII. La carte de restriction de ce plasmide pXL2158 est representee a la fig. 8. 

Le plasmide pXL2158 a ete utilise pour transformer la souche E. coli TGI. La souche TGl/pXL2158, 
ainsi que la souche temoin TGI contenant le vecteur pMTL22, ont ete cultivees 16 h en milieu M9 
glucose a 30°C (Miller, J.H. 1972. Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y.) contenant 100 ng/ml d'ampicilline et 100 ng/ml de tryptophane. Ces cultures 
ont ete diluees 100 fois dans le meme milieu en absence de tryptophane et cultivees pendant 6 heures a 
la meme temperature. 

L'expression de la nitrilase de Comamonas testosteroni NI 1 a ete mesuree, apres sonication des cellules, 
en gel SDS-PAGE 12,5%, dans la fraction brute ou, 

apres centriftigation, dans le culot et dans le sumageant. Les resultats sont presentes sur la fig. 9. 

On voit sur ce gel que pXL21 58 induit une forte expression de la nitrilase majoritairement sous forme 
insoluble. 

L'efficacit^ de la chaperone GroE a ete alors testee (Hemmingsen et al., 1988. Nature. 333 : 330) pour 
aider au repliement correct de la nitrilase. Pour ce faire, le plasmide pXL2035 a ete construit de la 
maniere suivante. Le fragment EcoRI/Hin dlll de 2,2 kb contenant les genes. groES et groEL, codant 
pour les deux sous-unites de GroE, a ete extrait du plasmide pOF39 (Fayet et al., 1 986. Mol. Gen. 
Genet. 202: 435) et introduit entre les sites EcoRI et Hindlll du vecteur pDSK519 (Keen et al., 1988. 
Gene. 70 : 191). 

Le plasmide pXL2035 a ete introduit dans la souche TGI contenant pXL2158. La souche resultante a 
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^te cultivee dans les memes conditions que precedemment, en presence de kanamycine 50 mg/1 ; les 
resultats d'expression sent visualises sur la fig. 9. II ressort que la surexpression de GroE (seule a sous- 
unite GroEL est visible sur le gel) solubilise une majorite de la nitrilase exprimee a partir de pXL21 58. 

Le meme systeme d'expression a ete utilise pour produire la nitrilase chez Pseudomonas putida. Ainsi, a 
nartir de pXL21 58, les fragments Ndel/Ncol de 1 256 pb et Nco I/BainHI de 535 pb ont ete^mtroduits 
entre les sites Ndel et BamHI de pXL1841. pXL1841 (Blanche et al., 1991. J. Bactenol 173:4637) est 
un derive de pKT230 (Bagdasarian et al., 1981. Gene. 15: 237) exprimant un gene de Methanobacterium 
/vfl«ovi/ derriere Ptrp- RBSCII. 

Le Dlasmide pXL21 69 final est done un derive de pKT230 contenant un gene conferant la resistmice a la 
kanamycine et le gene nit sous controle de Ptrp-RBSCII (cf f.g. 10). Ce plasmide a ete mtrodmt dans la 
souche de Pseudomonas putida G2081. G2081 est une derivee de Pseudomonas putida KT2440 
(Bagdasarian and Timmis, 1981. In Hofschneid and Goebel. Topics in Microbiology and Immunology. 
--47Jpringer-Verlag..aerlin.) rendue resistante a I'acide nalidixique et a la rif^Pi^"^^;^Le vecteur 
PDSK519 (Keen et al., 1988, Gene. 70 191) a ete utilise comme plasmide temoin. G2081 (pXL2169) et 
la souche G2081 (pDSK519) ont ete cultivees la nuit a 30°C en milieu LB contenant 20 mg/1 de 
kanamycine Ces precultures ont ete diluees 100 fois dans le meme milieu. Les cultures ont alors ete 
Doursuivies 7 h 30 min a la meme temperature. L'expression de la nitrilase de Comamonas testosterom 
NI 1 a ete mesuree, apres sonication des cellules, en gel SDS-PAGE 1 0 %, dans la fraction brute ou, 
apres centrifugation. dans le culot et dans le sumageant. Les resultats sont Presentes sur la fig 11 Seu^^ 
I'extrait brut de la souche G2081 (pDSK519) a ete depose (puits D). Pour la souche G2081 (pXL2169) 
I'extrait total le culot de sonication et le sumageant de sonication ont ete deposes, respectivement, dans 
les puits C, B et A. II ressort de cette experience que la souche de Pseudomonas putida expnme des 
quantites importantes de nitrilase sous forme soluble. 

EXEMPLE 6 : DOSAGE DE L'ACTIVITE 
NITRILASE DE SOUCHES 
RECOMBINANTES. 

Les exemples qui suivent iUustrent I'activite nitrilase des souches recombinantes de E. coli TGI et de 
Pseudomonas putida G208 1 . 

Les differents plasmides integres dans ces souches sont les suivants. 

Les activites de ces souches, induites ou non, sont mesurees sur adiponitrile et cyano-5-valerate, a 
differents pH et comparees aux souches temoins negatif : E. coli TGI, £. coli TGI (pXL2035) et 
Pseudomonas putida G208 1 . 

1 - PREPARATION DES CELLULES : 

Les cultures sont realisees dans les conditions decrites dans le tableau 4. Au cours de la phase 
exponentielle de croissance, une des deux cultures de la souche recombinante est induite par 1 IPTO 1 
mM ; apres 2 h a 37°C, cette culture est traitee. 

ABREVIATIONS : 

a : milieu LB ; b : milieu LB + Amp 100 ng/ml ; 

c : milieu b + ajout de IPTG 1 mM a une DO^gQ^ = 1 ; d : milieu LB + kanamycine 50 mg/1 ; e : 
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milieu M9 + ampicilline 100 mg/1 + kanamycine 50 mg/1 ; PS : poids sec. 

CONDITIONS COMMUNES : 

1 a 3 : Ensemencement au 1/lOOeme a partir d'une preculture agee de 16 h ; temps de culture 5, 75 

h ; T°C 37. 

4 a 8 : Ensemencement au 1/lOOeme a partir d'une preculture agee de 17 h a 37° C avec addition 
de tryptophane ; temps de culture en fermenteur de 15 1 : 23 h pour E. Coli et 7,5 h pour P. 
putida ; T°C 30. 

2 - MESURES DES ACTIVITES 
SPECIFIQUES : 

Les conditions de mesures des activites specifiques et les resultats sont repertories dans le tableau 5. 

CONDITIONS COMMUNES : 

[substrat] = 50 mM ; T°C = 25 ; tampon 50 mM ; cinetique sur 90 min pour 1 a 3 et sur 120 mm 

pour 4 a 8. 
ABREVIATIONS : 

E : cellules entieres ; S : cellules soniquees ; U : 1 ^imol d'adipate produit/h sauf (a) 1 nmol de 
cyano-5-valerate produit/h ; Ua = ^moles de cyanovalerate produit/h/mg de cellules PS ; Ub = 
^moles d'adipate produit/h/mg de cellules seches ; AdN : adiponitrile ; CVA : cyano-5-valerate. 
PS : poids sec. 

EXEMPLE 7 : SYNTHESE D'ADIPATE 
D'AMMONIUM PAR HYDROLYSE 
D 'ADIPONITRILE EN BATCH PAR E. coli 
(pXL2087) EN SUSPENSION. 

Dans un volume initial de 5 ml de tampon phosphate 50 mM pH 7 contenant la souche E. coli 
(pXL2087) a une concentration initiale de 21 g/1, on a ajoute a 25°C et sous agitation magnetique 120 ^1 
ou 1 068 ^moles d'adiponitrile a 0, 1, 

2, 3, 5, 6 et 7 h de reaction. Le suivi analytique a ete assure par prelevements de 100 ^1 du volume 
r^ac'tionnel toutes les heures. On a constate que I'hydrolyse se fait sans perte notable de la cinetique. 

Les activites moyennes calculees sur 30 min apres ajout de I'adiponitrile sont rassemblees dans le 
tableau 6 ci-apres. 

EXEMPLE 8 : SYNTHESE D'ADIPATE 
D'AMMONIUM PAR HYDROLYSE DE 
L' ADIPONITRILE EN REACTEUR A LIT 
FIXE PAR E. coli (pXL2087) IMMOBILISEE 
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SURRESINE. 

Les cellules d'jE'. coli (pXL2087) ont tout d'abord ete fixees selon la technique decrite dans le brevet U.S. 
4 732 851. 

Le biocatalyseur resultant a ensuite ete utilise en colonne a lit fixe pour 
I'hydrolyse de I'adiponitrile en adipate d'ammonium. 

• 1 - FIXATION DE £ CO// (pXL2087) SUR RESINE. 
Les cellules ont 6t€ fix^es selon le protocole suivant : 

._l_g.(poids-humide). de.£. coli (pXL2087) a 22 % de matieres seches, 

• 1 g de polyazetidine POLYCUP, 

• 1 g de resine DUOLITE A 171 . 

Le gramme de cellules a ete mis en suspension dans la solution de polyazetidine. Apres 
homogeneisation, la resine a ete coulee dans la suspension cellulaire. L'ensemble a ete agite a la spatule 
puis abandonne pendant 18 h, a I'air libre, sous une hotte, pour sechage. On a recueilli ainsi 4 ml ou 1,3 
g de biocatalyseur. 

Les activites des cellules immobilisees et libres ont ete determinees, a 25*C pH 7 sur une solution - 
d'adiponitrile 50 mM. Elles sont respectivement de 30 et 1 10 nmoles de cyano-2-valerate/h/mg de 
cellules PS. On en d6duit un rendement de fixation de 26 %. 

• 2 - Hydrolyse de I'adiponitrile en r^acteur a lit fixe : 

La determination du temps de demi-vie est realisee en reacteur a lit fixe, continument alimente dans les 
conditions indiquees ci-apres : 

T°C 28 ; Catalyseur 0,5 g ou 2 ml ou 85 mg de cellules (poids sec) ; [adiponitrile] 50 mM ; tampon 
phosphate 50 mM pH 7 ; debit 3,7 +/- 0,1 ml/h ; colonne : diametre 1 cm, hauteur 3 cm. 

L'activite initiale des cellules etait de 1,5 jimoles d'adipate/h/mg de cellules (poids sec). 66 % de 
I'activite initiale sont conserves apres 32 jours ou 770 h. 

Claims 

• 1 - Sequence d'ADN codant pour un polypeptide ayant une activite mtrilase^C:^ capable d'hydrolyser 
les nitriles en carboxylates, 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 

• la sequence d'ADN codant pour un polypeptide ayant une activite nitdkse„(^^^ telle que 

representee sur la fig. 4, 

• un analogue de cette sequence resultant de la degenerescence du code genetique, 

• une sequence d'ADN hybridant avec I'une de ces sequences ou un fragment de celles-ci et codant 
pour un polypeptide ayant une activite njtrjlase,j[:l) 

• 2 - Sequence d'ADN recombinant selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle contient la 
sequence nucleotidique suivante : 
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• 3 - Polypeptides resultant de I'expression d'une sequence d*ADN selon I'une des revendications 1 ou 2, 
et possedant une activite nitrilase. (^) 

• 4 - Polypeptide selon la revendication 3, caracterise en ce qu*il comprend la sequence suivante : 

• 5 - Micro-organisme contenant la sequence d'ADN selon les revendications 1 ou 2. 

• 6 - Micro-organisme contenant la sequence d'ADN selon les revendications 1 ou 2 sur un plasmide 
comportant un moyen de selection. 

• 7 - Micro-organisme constitue par la souche E. coli TGI contenant le plasmide pXL2148, souche 
referencee G4207 et deposee dans la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes sous le n° I- 
1242. 

• 8 - Micro- organisme contenant une cassette d'expression constitute de la sequence d'ADN selon la 
revendication 1 ou 2 sous la dependance de signaux assurant Texpression de cette sequence dans le 
micro-organisme bote. 

• 9 - Micro-organisme selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend en amont de la 
sequence d'ADN un site de fixation des ribosomes et une sequence promotrice bomologue ou 
TiStSbiogue du polypeptide produit. 

• 10 - Micro-organisme selon la revendication 9, caracterise en ce que le promoteur peut etre le 
promoteur de Toperon tryptophane Ptrp de E. coli, le promoteur de Toperon lactose Plac de E. coli ; le 
promoteur droit du phage lambda PR, le promoteur gauche du phage lambda PL, des promoteurs forts de 
Corynebacterium, de Comamonas ou de Pseudomonas . 

• 11 - Micro-organisme selon la revendication 9, caracterise en ce que le site de fixation des ribosomes 
peut etre celui derive du gene CII du phage 

lambda ou ceux derives de genes de E, coli, Comamonas, Pseudomonas ou Corynebacterium, 

• 12 - Micro-organisme selon les revendications Sail, caracterise en ce que la cassette d'expression est 
portee par un plasmide comportant un moyen de selection. 

• 13 - Micro-organisme selon la revendication 12, caracterise en ce que le moyen de selection est un 
marqueur conferant la resistance a un antibiotique, 

• 14 - Micro-organisme selon les revendications 5 a 13, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les 
souches E. coli, Comamonas, Corynebacterium, Brevibacterium, Rhodococcus, Pseudomonas, 

• 15 - Micro-organisme selon I'une quelconque des revendications 5 a 14, caracterise : 

• en ce qu'il contient au moins un agent proteique d'aide au repliement des polypeptides qu'il 
synthetise et, en particulier, des polypeptides selon la revendication 3 ou la revendication 4 et/ou 
les genes codant pour un tel agent, 

• et en ce que cet agent est present dans une quantite superieure a celle correspondant au niveau de 
base du micro-organisme considere. 

• 16 - Micro-organisme selon la revendication 15, caracterise en ce que Tagent est la chaperone GroE 
de E. coli ou son homologue d'origine eucaryote ou procaryote. 

• 17 - Micro-organisme selon la revendication 15 ou la revendication 16, caracterise en ce que les genes 
codant pour I'agent sont portes par le chromosome ou par un element extra-chromosique (plasmide, 
phage) et en ce qu'ils sont amplifies. 

• 18 - Micro- organismes selon la revendication 17, caracterises en ce que les genes codant pour I'agent 
sont sous la dependance de systemes d'expression homologues ou heterologues audit micro-organisme. 

• 19 - Precede de transformation enzymatique de nitriles caracterise en ce qu'il consiste a mettre en 
contact les nitriles avec un polypeptide ayant une 

activite nitrihise ( ^) selon I'une quelconque des revendications 3 ou 4 ou un micro-organisme bote selon 
I'une quelconque des revendications 5 a 19. 

• 20 - Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que le nitrile est un dinitrile de formule NC - 
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R - CN dans laquelle R est un groupe alkylene ayant de 1 a 10 atomes de carbone. 

• 21 - Precede selon Tune des revendications 19 et 20, caracterise en ce que le nitrile est radiponitrile. 
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